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ABSTRACK:
Background: One of stress’ impacts to health is the decrease of cellular immunity. BCG vaccination can  
enhance cellular immunity response. The aim of this study was to find out the role of BCG vaccination on  
cellular immunity on Balb/C mice against electric foot stress (EFS) and Listeria monocytogenes, examined  
from the number of spleen’s multinucleated giant cell (MGC).
Methods: This  study  adapted  laboratory  experimental  and  Post  Test  Only  Control  Groups  Design.  
Eighteen female BALB/c mice were divided into three groups and received standard laboratory diet. The  
first group (control/K) received no other additional treatment. The second group (Stress/S) received stress  
from EFS from day 12th until day 21st. The third group (stress-BCG/SB) received intra peritoneal injection  
of 0.1cc BCG at day 1st and 11th and stressed with EFS from day 12th until day 21st. At day 21st, all groups  
were injected intravenously with 104 live Listeria monocytogenes and sacrificed at day 26th. The spleen was  
taken. The MGC counting was done on 100 fields with microscope, 400 times magnification. The data were  
analyzed with One-Way ANOVA and Post Hoc Test Bonferroni.
Result: There were significant differences on the number of MGC between K and S group (p=0,012),  
between K and SB group (p=0,000), and between S and SB (p=0,002). The lowest MGC number was in SB  
group while the highest was in K group.
Conclusion:  BCG vaccination significantly decreases the number of MGC in the spleen of Balb/C mice  
against EFS and Listeria monocytogenes.
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ABSTRAK
Latar  belakang  :  Salah  satu  akibat  stres  adalah  penurunan  imunitas  seluler.  Vaksin  BCG  dapat 
meningkatkan  imunitas  seluler.  Penelitian  ini  bertujuan  untuk  mengetahui  pengaruh  vaksinasi  BCG 
terhadap imunitas seluler yang diamati dari jumlah sel datia lien mencit  Balb/C yang stres dan terinfeksi 
Listeria monocytogenes. 
Metode  : Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan pendekatan  the post test  
only control group design. Delapan belas ekor mencit dibagi menjadi  tiga kelompok (masing-masing enam 
ekor) dan mendapat pakan standar.  Kelompok pertama (Kontrol/K) tidak mendapat perlakuan tambahan. 
Kelompok kedua (Stres/S) mendapat renjatan listrik pada hari ke-12 sampai hari ke-21. Kelompok ketiga 
(Stres-BCG/SB) mendapat vaksin BCG 0,1 cc intraperitoneal pada hari ke-1 dan hari ke-11 serta renjatan 
listrik pada hari ke-12 sampai hari ke-21. Ketiga kelompok diinfeksi Listeria monocytogenes 104 intravena 
pada hari ke-21. Pada hari ke-26 mencit dibunuh. Lien diambil dan dilakukan penghitungan sel datia dalam 
100 lapang pandang mikroskop, perbesaran 400 kali. Data dinalisa menggunakan  One-Way ANOVA dan 
Post Hoc Test Bonferroni.
Hasil : Terdapat perbedaan bermakna jumlah sel datia K dengan S (p = 0,012), K dengan SB (p = 0,000) 
serta S dengan SB (p=0,002). Jumlah sel datia terendah ada pada SB, jumlah tertinggi ada pada S.
Kesimpulan :  Vaksin BCG menurunkan secara  bermakna jumlah sel  datia  lien mencit  yang  stres  dan 
terinfeksi Listeria monocytogenes.
Kata kunci : BCG, stres, sel datia.
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PENDAHULUAN
Stres yang berjalan lama  dapat menyebabkan gangguan pada kesehatan. Pada penelitian dengan 
hewan  coba,  telah  diketahui  bahwa  stres  dapat  menyebabkan  gangguan  pada  pengaturan  sistem imun 
terutama respons imunitas seluler. Dua jalur utama yang dapat merubah pengaturan fungsi imun pada stres 
yang berjalan kronik adalah Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis (HPA Aksis) dan Symphatetic-Adrenal-
Medullary Axis (SAM Aksis).i
Respons tubuh terhadap stres melalui HPA Aksis adalah dengan meningkatkan sekresi hormon 
glukokortikoid oleh korteks adrenal.  Hormon ini dapat mempengaruhi perubahan ekspresi  gen berbagai 
macam  sel  imun,  antara  lain  makrofag  dan  sel  limfosit  T.  Sedangkan  melalui  SAM  Aksis,  akan 
disekresikan  katekolamin  yang  dapat  menyebabkan  kekacauan  pengaturan  sistem imun.  Regulasi  yang 
terjadi antara HPA Aksis dan SAM Aksis pada keadaan stres akan menyebabkan peningkatan sintesis sel  
Th2.  Akibatnya,  terjadi  pergeseran  keseimbangan  respons  sistem  imunitas  ke  arah  respons  imunitas  
humoral yang menyebabkan terjadinya penurunan sitokin Th1 dan juga Interferon-γ (IFN- γ) yang akhirnya 
akan menyebabkan kekacauan dalam pengaturan respons imunitas seluler.ii
Dalam  penelitian  mengenai  infeksi  bakteri  intraseluler,  Listeria  monocytogenes telah  sering 
digunakan  sebagai  model  penelitian.  Bakteri  ini  merupakan  jenis  bakteri  intraseluler  yang  memiliki 
kemampuan untuk menghindari fagositosis dan bertahan hidup dalam makrofag. Pertahanan tubuh yang 
paling  utama  terhadap  infeksi  Listeria  monocytogenes  adalah  melalui  respons  imunitas  seluler,  yaitu 
melalui sel T dan makrofag. Makrofag yang diaktifkan oleh antigen Listeria akan berperan sebagai Antigen 
Presenting  Cell  (APC) dan  memproduksi   IFN-γ serta  IL-12 yang  akan  mendorong diferensiasi  sel  T 
menjadi sel Th1. Mekanisme ini akan memacu pembunuhan mikroba.iii
Vaksin Baccile Calmette-Guerin (BCG) merupakan bentuk mutan dari Mycobacterium bovis yang 
diisolasi  oleh  Calmette  dan  Guerin  dengan  mengkultur  kembali  pada  medium  glycerol  potato  bile. 
Subkultur dari isolasi yang asli dikenal sebagai  Mycobacterium bovis  strain BCG dan digunakan untuk 
vaksinasi dan terapi kanker. Vaksin BCG termasuk jenis vaksin hidup yang dilemahkan. iv Vaksin BCG 
dapat  mengubah  beberapa  komponen respons  imun,  mengubah  beberapa  tipe  sel  dan  mendorong efek 
positif  (stimulasi)  atau  efek  negatif  (inhibisi)  tergantung  penggunaannya.  Djamiatun  dkk  melaporkan 
bahwa pemberian 0,1 cc BCG dengan booster 10 hari berikutnya dengan dosis sama akan meningkatkan  
secara bermakna kemampuan fagositik dan daya bunuh makrofag lien terhadap Staphylococcus aureus dan 
meningkatkan  produksi  TNF-α dari  makrofag  peritoneal.v Penelitian  sebelumnya  telah  menunjukkan 
bahwa pemberian BCG invivo  akan meningkatkan kemampuan makrofag sebagai APC yang ditunjukkan 
oleh tingginya kemampuan limfosit T untuk berikatan dengan makrofag.6
Pada penelitian terdahulu telah ditemukan bahwa pemberian stres  selama 14 hari  pada mencit 
Balb/C  yang  terinfeksi  Listeria  monocytogenes menyebabkan  munculnya  mikroabses  pada  gambaran 
histopatologi lien mencit.7 Mikroabses terbentuk akibat penurunan aktivitas makrofag karena adanya stres. 
Vaksin BCG sebagai  imunomodulator diharapkan dapat  meningkatkan imunitas seluler  mencit 
stres  yang  terinfeksi  Listeria  monocytogenes.  Indikator  dari  aktivitas  sistem  imunitas  seluler  yang 
digunakan  dalam  penelitian  ini  adalah  jumlah  sel  datia  dalam  lien.  Penelitian  ini  bertujuan  untuk 
mengetahui pengaruh vaksinasi BCG terhadap jumlah sel datia lien mencit Balb/C yang stres dan terinfeksi 
Listeria monocytogenes. Lien dipilih sebagai organ yang dievaluasi karena organ ini merupakan organ 
limfoid terbesar dan berperan penting dalam pertahanan mikroorganisme yang menerobos masuk ke dalam 
sirkulasi.  Lien  memiliki  jenis  pembuluh  darah  khusus  yang  memungkinkan  antigen  dapat  berkontak 
langsung dengan sejumlah makrofag.8  Hasil dari  penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi 
lebih lanjut mengenai pengaruh stres terhadap sistem imun dan peran vaksin BCG dalam meningkatkan 
imunitas seluler.
METODE PENELITIAN
Penelitian  ini  merupakan   penelitian  eksperimental  laboratorik  dengan 
pendekatan The Post-test Only Control Group Design.
Sampel penelitian adalah 18 ekor mencit  betina strain  Balb/C usia 6-8 minggu 
dengan berat badan 20-25 gram, bergerak aktif  dan tidak ada kelainan fisik.  Sebelum 
digunakan  dalam  penelitian,  mencit  diadaptasikan  terlebih  dahulu  selama  1  minggu. 
Selama  dalam  pemeliharaan  mencit  diberi  makan  dan  minum  secara  ad  libitum.  
Selanjutnya mencit dibagi menjadi 3 kelompok secara acak, masing-masing terdiri dari 6 
ekor  yaitu  : kelompok  Kontrol,  kelompok  Stres  dan  kelompok  Stres-BCG.  Masing-
masing kelompok dikandangkan secara individual dan mendapatkan pakan standar yang 
sama.
Kelompok Kontrol hanya mendapatkan makanan standar. Kelompok Stres mendapatkan makanan 
standar serta mendapatkan rangsang stres menggunakan electric foot shock (EFS) mulai hari ke-12 sampai 
21. Pada kelompok ketiga, selain mendapatkan makanan standar, mencit mendapat vaksinasi BCG pada 
hari ke-1 dan hari ke-11 secara intraperitoneal dengan dosis 0,1 cc dan juga mendapatkan rangsang stres  
menggunakan EFS mulai hari ke-12 sampai hari ke-21. 
Pada  hari  ke-21  dilakukan  injeksi  imunogen  Listeria  monocytogenes  secara 
intravena sebanyak 104 pada kelompok pertama, kedua dan ketiga. Lima hari kemudian 
mencit  dibunuh.  Organ  lien  diambil  secara  aseptik  dan  dibuat  blok  parafin  untuk 
dilakukan  pemeriksaan  histopatologis.  Pada  potongan  jaringan  yang  akan  diperiksa 
dilakukan pengecatan dengan Hematoksilin-Eosin (HE). Pengamatan dilakukan melalui 
mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x. Perhitungan sel datia  dilakukan pada 100 
lapang pandang.
Data  yang  diperoleh  adalah  data  primer  hasil  pengamatan  mikroskopik.  Data 
diolah  dengan  program  SPSS  15.00  for  Windows.  Normalitas  data  diuji  dengan 
Kolmogorov-Smirnov dilanjutkan  dengan  One-Way  ANOVA.  Besarnya  perbedaan 
masing-masing kelompok dianalisis lebih lanjut dengan Post Hoc Test Bonferroni.
HASIL
Pada pengamatan preparat dengan mikroskop perbesaran 400 kali, didapatkan sel 
datia pada lien mencit pada kelompok Kontrol, kelompok Stres dan kelompok Stres-BCG 
dengan jumlah yang bervariasi.  Jumlah sel  datia  yang  dihitung adalah  sel  datia  yang 
berbatas tegas serta memiliki inti multipel yang nampak jelas tersebar atau berkumpul 
pada bagian tengah sel.
Gambar 1. Sel datia pada lien ( perbesaran 400 kali )
Tabel 1. Data deskriptif jumlah sel datia
Dapat  terlihat  pada  tabel  1  bahwa  pada  kelompok  Kontrol,  sel  datia  yang 
terbentuk  lebih  banyak  dibandingkan  kelompok  Stres  maupun  kelompok  Stres-BCG. 
Kelompok  Stres-BCG memiliki  jumlah  sel  datia  paling  sedikit  dibandingkan  dengan 
kelompok yang lain.
Kelompok N Rerata Std. Deviasi Minimum Maksimum
Kontrol 6 2,08 0,14 1,90 2,24
Stres 6 1,86 0,07 1,75 1,98
Stress+BCG 6 1,57 0,11 1,48 1,79
Hasil  uji  normalitas  data  dengan  Kolmogorov-Smirnov menunjukkan  bahwa 
distribusi  data  normal  dengan  p  = 0,200 untuk kelompok  Kontrol  ;  p =  0,054 untuk 
kelompok Stres dan p = 0,200 untuk kelompok Stres-BCG. Analisis uji beda dilakukan 
dengan One-Way ANOVA dan diperoleh nilai p = 0,000.
Melalui uji  Bonferroni, didapatkan perbedaan bermakna antar semua kelompok 
perlakuan.  Jumlah  sel  datia  pada  kelompok  Kontrol  secara  bermakna  lebih  banyak 
daripada kelompok Stres (p = 0,012). Jumlah sel datia pada kelompok Kontrol secara 
bermakna lebih banyak daripada kelompok Stres-BCG (p = 0,000). Jumlah sel datia pada 
kelompok  Stres  secara  bermakna  lebih  banyak  daripada  kelompok  Stres-BCG  (p  = 
0,002). 
Tabel 2. Hasil uji Bonferroni untuk masing-masing kelompok percobaan.
Jumlah sel datia pada lien mencit
Post Hoc Test Bonferroni Rerata Kontrol Stres Stres-BCG
Kontrol 2,0832 - p = 0,012* p = 0,000*
Stres 1,8609 p = 0,012* - p = 0,002*
Stres+BCG 1,5710 p = 0,000* p = 0,002* -
*Perbedaan rerata bermakna pada p<0.05
Berdasarkan keseluruhan hasil yang didapat, dapat disimpulkan bahwa vaksinasi 
BCG menyebabkan jumlah sel datia yang terbentuk dalam lien mencit Balb/C yang stres 
dan terinfeksi Listeria monocytogenes menjadi sedikit.
PEMBAHASAN
Sesuai dengan yang telah dikemukakan sebelumnya, stres melalui HPA dan SAM 
aksis  akan  menyebabkan  pelepasan  hormon  glukokortikoid  dan  katekolamin  yang 
akhirnya  akan  menyebabkan  penurunan  sintesis  Th1  dan  menggeser  keseimbangan 
sistem imun ke arah imunitas humoral. 
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Gambar 2. Distribusi varians jumlah sel datia antar kelompok perlakuan.
Pada saat  Listeria monocytogenes menginfeksi  makrofag,  makrofag  merespons 
dengan  melepaskan  IL-12.  Selanjutnya  IL-12  berikatan  dengan  sel  Th1  yang  tugas 
pokoknya  adalah  menstimulasi  respons  imun  seluler  untuk  melawan  organisme 
intraseluler. Perjalanan imunitas yang diperantarai limfosit T ini dapat dibagi menjadi 3 
tahap  yaitu  fase  pengenalan,  aktivasi,  dan  fase  efektor.  Pada  fase  pengenalan  terjadi 
penelanan bakteri oleh makrofag yang kemudian diproses dan disajikan pada limfosit T 
helper.  Limfosit  T helper  akan teraktivasi,  dan pada fase efektor  melepaskan sitokin, 
antara  lain  IFN-γ,  IL-2,  IL-3,  dan  limfotoksin.  Listeria  monocytogenes dapat 
memproduksi  enzim-enzim yang membuatnya  mampu menghindari  proses fagositosis, 
antara  lain  α dan  β listeriolisin.  Enzim  ini  dapat  merusak  eritrosit,  trombosit  dan 
makrofag serta dapat pula merusak membran fagosom. Akibatnya,  kuman dapat hidup 
dalam sitoplasma makrofag dan menjadi resisten terhadap fagositosis. Untuk membunuh 
kuman, mencegah penyebaran kuman dan mencegah kerusakan jaringan yang luas, sel-
sel  imun membentuk granuloma di  sekitar  makrofag  yang  terinfeksi.  Lapisan  matriks 
ekstraseluler  menutup  lingkungan  mikro  pada  sel  yang  terinfeksi  serta  melindungi 
jaringan dari respons inflamasi yang bersifat destruktif.9
 Pembentukan granuloma merupakan reaksi hipersensitivitas lambat. Limfosit T 
yang telah teraktivasi melepaskan limfokin yang akan menarik lebih banyak makrofag ke 
tempat  lesi.  Secara  bersamaan,  makrofag  mengalami  perubahan  bentuk  menjadi  sel 
epiteloid,  yang  merupakan  salah  satu  stadium  diferensiasi  makrofag  yang  fungsi 
utamanya sekresi.9  Sel-sel dalam granuloma mensekresi lisozim,  angiotensin converting 
agent dan mungkin juga proteinase yang berperan dalam proses antimicrobial resistance 
dan katabolisme jaringan. Tanpa pembentukan granuloma, infeksi mikroba dapat meluas 
dan mematikan.9
 Pada penelitian sebelumnya, telah dibuktikan bahwa pada mencit yang terinfeksi 
Listeria  monocytogenes secara  intravena,  gambaran  histologis  lien  berkembang  dari 
pengumpulan netrofil di periarteriolar menjadi granuloma dengan ukuran yang berbeda-
beda yang terlokalisasi di daerah pulpa putih pada hari ke-14 setelah infeksi.10
Secara  mikroskopis,  granuloma  terdiri  dari  timbunan  makrofag  yang  telah 
mengalami fusi, limfosit,  dan kadang sel plasma.  Sel makrofag yang telah mengalami 
fusi tersebut disebut sebagai sel raksasa berinti banyak (multinucleated giant cell), yang 
disebut juga sebagai sel datia.11 Mekanisme pembentukan sel datia hingga saat ini belum 
diketahui secara pasti. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa fusi makrofag antara lain 
diinduksi  oleh  IFN-γ,  TNF-α,  efek  indirek  dari  produk  mikroba  (misalnya 
mycobacterium)  serta  dipengaruhi  pula  oleh  tingkat  maturasi  monosit  menjadi 
makrofag.9, 12 - 14vi,vii
Pada pemantauan perkembangan pembentukan sel datia pada alveolitis, melalui 
biopsi  paru  didapatkan  gambaran  histopatologi  yang  berkembang  dari  pengumpulan 
makrofag  pada  tempat  lesi,  peningkatan  sebukan  limfosit,  pembentukan  sel  raksasa 
berinti  banyak,  penegasan batas  lesi  dan  pada  akhirnya  terbentuklah  granuloma yang 
matang.15 Dengan demikian,  sel datia dianggap sebagai awal terbentuknya granuloma. 
Dengan pembentukan sel datia, penyebaran infeksi Listeria monocytogenes dapat dicegah 
dan kerusakan jaringan akibat proses inflamasi dapat dihindari. Pada kelompok Kontrol, 
jumlah  sel  datia  yang  terbentuk relatif  tinggi.  Hal  ini  dapat  diartikan  sebagai  adanya 
aktivitas respons imunitas seluler yang adekuat, sehingga masih mampu melakukan fusi 
sel dan mencegah penyebaran infeksi.
Stres  menyebabkan  penurunan  respons  imunitas  seluler  yang  menyebabkan 
penurunan sintesis Th1 juga disertai penurunan IFN-γ, sedangkan salah satu peran IFN-γ 
dalam  pembentukan  sel  datia  adalah  menginduksi  fusi  sel  makrofag.  Akibat  adanya 
mekanisme ini, sel datia yang terbentuk pada kelompok Stres relatif sedikit dibandingkan 
kelompok Kontrol. Hal ini didukung oleh penelitian terdahulu yang menemukan bahwa 
pembentukan  sel  datia  bisa  dihambat  dengan  pemberian  antibodi  terhadap  IFN-γ.13,14 
Penelitian  mengenai  pembentukan  granuloma  yang  diinduksi  oleh  BCG  telah 
membuktikan bahwa IFN-γ berperan penting untuk pembentukan struktur protektif yang 
efektif. 9
Inokulasi BCG  melalui jalan nafas telah terbukti mampu meningkatkan sitokin 
tipe 1 yaitu IL-12, IFN-γ, TNF-α.  Mycobacterium bovis BCG dapat mengubah sekresi 
sitokin  populasi  sel  T  CD4+ Natural  Killer  yang  semula  memproduksi  IL-4 menjadi 
memproduksi IFN-γ melalui induksi IL-12.16  Dengan adanya peningkatan sitokin-sitokin 
ini, pengaruh stres seharusnya dapat dinetralisir dan kemampuan fusi sel dikembalikan 
sehingga diharapkan jumlah sel datia yang terbentuk lebih tinggi dibandingkan dengan 
kelompok Stres. Namun hal ini tidak ditemukan dalam hasil penelitian ini. Jumlah sel 
datia  kelompok  Stres-BCG  justru  menurun  secara  bermakna  dibandingkan  dengan 
kelompok Stres. Salah satu hal yang dapat menyebabkan hal ini terjadi adalah adanya 
peningkatan TNF-α setelah vaksinasi BCG. Pada penelitian sebelumnya, telah terbukti 
bahwa  TNF-α  dapat  mengontrol  replikasi  kuman  dan  berperan  penting  dalam 
pembunuhan  bakteri.  Pada  mencit  yang  mengalami  defisiensi  TNF-α,  pertumbuhan 
bakteri tidak bisa terkontrol dan abses terbentuk.9 Produksi TNF-α yang meningkat akibat 
pemberian  vaksin  BCG dimungkinkan  meningkatkan  kemampuan  sel-sel  imun  dalam 
membunuh  kuman.  Kuman  yang  belum  dapat  dibunuh  dilokalisir  dengan  cara 
membentuk sel datia.  Keterbatasan penelitian ini adalah tidak dilakukan penghitungan 
kuman pada lien mencit,  sehingga tidak dapat diketahui secara kuantitatif kemampuan 
vaksinasi BCG dalam mengontrol pertumbuhan  bakteri. 
KESIMPULAN
Dari  penelitian  ini,  diperoleh  kesimpulan  bahwa  vaksin  BCG  menyebabkan 
jumlah  sel  datia  yang  terbentuk  dalam lien  mencit  yang  stres  dan  terinfeksi  Listeria  
monocytogenes menjadi sedikit. 
Hal ini tidak sesuai dengan hipotesis penelitian yang menyatakan bahwa vaksinasi 
BCG dapat  meningkatkan  jumlah  sel  datia  dalam lien  mencit  Balb/C  yang  stres  dan 
terinfeksi Listeria monocytogenes.
SARAN
Perlu  dilakukan  penelitian  lebih  lanjut  mengenai  pengaruh  tingkat  produksi 
TNF-α dalam pembunuhan kuman intraseluler serta hitung kuman pada lien mencit. 
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